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Phosphinothricin-TransaminaseaktivitSt entsteht Phosphinothrtcin in nahezu quantitativer Auslseute und praktisch 
ohne Jegliche Verunreinlgung durch eine natUrliche AminosSure, wenn der Aminodonor Glutamat in katalytischen 
Mengen und der Aminodonor Aspartat in etwa aquimolaren Mengen bezogen auf HMPB eingesetzt wird. 
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Die Erfindung betrifft die Synthese von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure <L-Phosphi- 
nothricin) aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-biittersaur© (HMPB) durch Kopplung zweier enzymati- 
scher Reaktlonen. 

Die Herstellung von Phosphinothricin In einer gekoppetten enzymatischen Synthese ist bereits aus der 
5 EP 249 188 bekannt. Darin wird die Umsetzung von o-Ketoglutarat in Glutamat in Anwesenheit des 
Anr>inodonors Aspartat und einer Giutarr^at/Oxalacetat-Transaminase (GOT) beschrieben. Oiese Umsetzung 
ist mit einer weiteren Transaminasereaktion gekoppelt, die 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo*buttersSure 
(HMPB) zu L-Phosphinothricin in Anwesenheit des in der ersten Reaktion gebildeten Aminodonors Glutamat 
umsetzt. 

10 Fur einen vollstandigen Substratumsatz bei gekoppetten Enzymreaktionen ist es nun wichtig, dafl die 
Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Enzymreaktionen voneinander verschieden sind. Bei Transaminie- 
rungsreaktionen ist jedoch die Gleichgewichtskonstante in etwa 1,0. so da0 das gewGnschte Produkt im 
alfgemeinen nur in einer 50'%igen Ausbeute entstehen kann (U.S.-Pat. 4,826,766). 

Urn das Gleichgewicht von enzymatischen Reaktionen zugunsten der Produkte zu verschieben. kann 

IS man entweder ein Reaktionsprodukt aus dem Gleichgewicht entfernen, oder eine Ausgangssubstanz in 
motarem Uberschufi einsetzen. 

Fur die genannte Transaminierungsreaktion zur Synthese von L-Phosphinothricin setzt man im atlge- 
meinen den Aminodonor Glutamat in hohem OberschuB ein [A. Schuiz et ai. (1990) Appl. Environ. Mtcobiol. 
56, 1-6, Nr. 1]. Dies hat Jedoch den Nachteil, dafi die nicht-proteinogene Amtnosdure L-Phosphinothricin von 

20 Ben naturlichen Aminosauren, wie z.B. Glutamat nur sehr aufwendig, beispielsweise durch zwei nachfolgen- 
de lonenaustauscher-Chromatographien [A. Schuiz et al. (1990) Appl. Environ. Micobiol. 56. 1-6 Nr. 1], 
abgetrennt werden kann. 

Alternativ kann man in einem gekoppetten Prozess. an dem eine phosphinothrlcinspezlfische Transami- 
nase und eine GOT beteiiigt sind. durch "Recycling" des von der Phosphinothricin-Transaminase ver- 

25 brauchten Glutamats durch die GOT die Reaktion in Richtung Phosphinothricin-Synthese treiben, da das 
Reaktionsprodukt der GOT, Oxalacetat, spontan in Anwesenheit zweiwertiger Metallionen zu Pyruvat 
decarboxyliert und somit aus dem Reaktionsgleichgewicht entfemt wird. Allerdings haben alle bisher 
beschriebenen GOTs eine Nebenaktivitlit. die Pyruvat in Anwesenheit von Glutamat in Atanin transaminiert, 
so daJS der Reaktion kontinuierllch NH^^ entzogen wird und die Reaktion bei Einsatz Squtmolarer Mengen 

30 HMPB und Aminodonor (Glutamat und/oder Aspartat) nicht vollstandig zum L*Phosphinothricin abfaufen 
kann. Zusatziich wird das entstehende L-Phosphinothricin durch Alanin verunretnigt. 

Es wurde nun gefunden, daB in einer gekoppetten Enzymreaktion mit einer Transaminase mit GOT- 
Aktivitat und mit einer Transaminase mit L-Phosphinothricin-Transaminaseaktivitat Phosphinothricin in 
nahezu quantitativer Ausbeute und praktisch ohne jegliche Verunreinigung durch eine natOrliche AminosMu- 

35 re entsteht. wenn der Aminodonor Glutamat in katalytischen Mengen und der Aminodonor Aspartat in etwa 
aquimolaren Mengen bezogen auf HMPB eingesetzt wird. 

Gegenstand der Erfindung ist daher: 
Ein Verfahren zur Henstellung von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphinothricin) 
der Formel (I) 

40 

H3C - P - CH2 - CH2 - CH - COOH (I) 
45 OH 



aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB) der Formel (U) 

so 

O 
ft 



55 



H3C . P - CT2 - CH2 - C - COOH (II) 
OH O 



in einer gekoppetten Enzymreaktion bestehend aus folgenden Schritten: 

a) Umsetzung von Aspartat und a-Ketoglutarat in Anw senheit einer geeigneten Transaminase 1 zu 
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Oxalacetat und Glutamat und 

b) Umsetzung von Glutamat und HMPB der Formel (II) in Anwesenheit einer geeigneten Transaminase 2 

zu a-Ketoglutamat und L-Phosphinothricin, das 
dadurch gekennzeichnet ist. daB das molare Verhaitnis von Aspartat zu HMPB 0,5-1.5 zu 1. vorzugsweise 
5 0,8-1,2 zu 1, insbesondere aquimolar ist und Glutamat Oder a-Ketoglutarat in katalytischen Mengen 
zugegeben wird. 

Glutamat, Aspartat und a-Ketoglutarat bzw. ihre korrespondierenden Sauren sind kauflich erhaltliche 
Substanzen. HMPB lafit sich nach EP 30424 herstellen. 

Die Transaminase 1 ist jedes Enzym mit TransamtnaseaktivitSlt. das a-Ketoglutarat in Gegenwart von 

10 Aspartat als Aminodonor in Glutamat transminieren kann (sogenanntes Enzym mit GOT-Aktivltat). Vorzugs- 
weise wird eine GOT (Glutamat/Oxalacetat-Transaminase) verwendet die Pyruvat nicht zu Alanin transami- 
nieren kann und auf diese Weise das gewunschte Produkt der gekoppelten Reaktion, L-Phosphinothricin. 
durch eine weitere naturliche Aminosaure nicht verunreinigen wurde. Pyruvat entsteht beispielsweise durcli 
Decarboxylierung von Oxalacetat dem Transaminierungsprodukt von Aspartat. 

75 Insbesondere konnen Transaminasen mit GOT-Aktivitat aus Escherichia coli (E. coti) Oder aus Bakte- 
rien der Gattung Bacillus verwendet werden, die keine pyruvat-spezifische Aktivitat habinT 

Die Transaminase 2 ist jedes Enzym mit Transamtnaseaktivitat, das HMPB zu L-Phosphinothricin in 
Gegenwart von Glutamat als Aminodonor transaminieren kann. Derartige Enzyme sind in EP 249 188 
angegeben. Vorzugsweise wird als Transaminase 2, anatog wie bei der Transaminase 1, eine Transaminase 

20 verwendet. die Pyruvat nicht zu Alanin transaminieren kann. 

Insbesondere die L-Phosphinothricin-spezifische Transaminase aus E. coli hat keine pyruvat-spezifische 
AktivitMt und kann daher bevorzugt verwendet werden. Die L-Phosphinothricirvspezifische Transaminase aus 
E. coli kann beispielsweise nach A. Schuiz (1990) angereichert werden. 

GrunsStziich k5nnen fur die Transaminierungsreaktk)nen auch ganze Zellen mit der jeweiligen Trans- 

2S aminaseaktivitat Zellextrakte. teilweise gereinigte Zellextrakte oder gereinigte Enzyme verwendet werden. 
Es ist jedoch vorteilhaft, die Enzyme soweit gereinigt einzusetzen* da6 keine Nebenreaktionen mehr 
auftreten, insbesondere die Transaminierung von Pyruvat zu Alanin. 

Besonders vorteilhaft ist es, mindestens ein Enzym. insbesondere beide, in immobilisierter Form 
einzusetzen. Ein mdgliches Verfahren zur Immobilisierung von Transaminasen wird beispielsweise von A. 

30 Schuiz et al. (1990) beschrieben. 

Die Transaminierungsreaktionen werden im allgemetnen in einem biokompatiblen Puffer durchgefuhrt, 
d.h. in einem Puffer, der den pH-Wert in einem Bereich von 6.5 bis 10, vorzugsweise 7,5 bis 9.0, 
insbesondere 7.5 bis 8,5, aufrechterhalt und mit den einzelnen Reaktionspartnern nicht reagiert. Vorzugs- 
weise wird ein Phosphat- oder Tris-Puffer, insbesondere ein Tris-Puffer, gewShlt. Das molare Verhaitnis von 

35 Aspartat zu HMPB ist 0.5-1.5 zu 1. vorzugsweise 0.8-1,2 zu 1. insbesondere gquimolar. Glutamat oder a- 
Ketoglutarat wird in katalytischen Mengen den Reaktionsansatz zugegeben. Im allgemeinen ist das Verhait- 
nis von HMPB zu Glutamat oder a-Ketoglutarat 0,01-1 zu 1, vorzugsweise 0,01-0.2 zu 1. insbesondere 0,05- 
0,2 zu 1. Die Reaktionsansatze enthalten im allgemeinen noch gertnge Mengen des Cofaktors Pyridoxal- 
phosphat t)eispiefsweise In eIner Konzentration von 1-500 uM, vorzugsweise 5-1(X} uM. Die Reaktionstem- 

40 peratur liegt im allgemeinen zwischen ca 20 und 70 * C. vorzugsweise von 30 bis 40 * C. 

Zur Steigerung der Ausbeute an L-Phosphinothricin wird vorzugsweise das aus der 
Glutamat/Oxalacetat-Transaminasereaktion entstandene Oxalacetat in Anwesenheit von mehrwertigen Metal- 
lionen decarboxyliert (UK Patent Application 2 1611 59). Als mehrwertige Metallionen kommen beispielswei- 
se alle in der brittschen Patentanmeldung aufgefuhrten Metallionen in Frage. vorzugsweise Al^^. Mg^^. 

45 Mn^*, f^* Oder Fe^^. Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform ist es weiterhin von Vorteil, keine 
Transaminase oder Transaminasefraktion mit einer zusatzlichen pyruvat-spezifischen Aktivitat zu venyen- 
den. Die Steigerung der Ausbeute an L-Phosphinothricin durch die D6cart>oxylierungsreaktion von Oxalace- 
tat bei den angegebenen Reaktionsbedingungen war vdllig unerwartet, da nach der UK Patent Application 2 
161 159 die h5chste Produktausbeute nur mit Aspartat als einzigem Aminodonor In dem Reaktionssystem 

50 gefunden wurde. 

Durch den praktisch vollstandigen Verbrauch der Aminodonatoren Aspartat und Glutamat fSIlt das 
Produkt L-Phosphinothricin praktisch frei von naturlichen Aminosauren an und kann von der gebildeten a- 
Ketosauren o-Ketoglutarat und Oxalacetat bzw. Pyruvat in einem inzigen Schrrtt abgetrennt werden. 
Obwohl a-Ketoglutarat bzw. Glutamat nicht im UberschuB. sondern nur in sehr geringen Mengen und 
55 t>enso Aspartat nicht im Oberschufi. sondern vorzugsweis aquimolar bezogen auf HMPB zugesetzt 
wurden, wurde dennoch eine praktisch vollstandige Umsetzung von HMPB zu L-Phosphinothricin beobach- 
tet. Dies war in keiner Weise vorherzusehen. 

Die Reinigung von L-Phosphinothricin kann nach bekannten Verfahren beispielsweise durch Extraktion 
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mil Methylisobutylketon oder uber eine Kationenaustauscherchromatographte. wie z.B. mit Amberlite IR 120. 
einfach durchgefuhrt werden. 

Das gewonnene L-Phosphinothricin wird im allgemeinen in der Landwirtschaft als Herbizid eingesetzt. 
Die anschliefienden Beispiele sollen die Erfindung nSher eriautern. ohne sie in irgendeiner Weise einzu- 
5 schrSnken. 

Beispiel 1: 

Synthese von L-Phosphinothrlcin durch Biotransformation mit Escherichia coli K-12 

TO 

E. coli K-12 wurde in LB-Medium (10 g/1 Trypton. 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/1 NaCI) fOr 15 h bei 37 'C 
kultiviert. Die Balrterienzellen wurden durch Zentrifugation fOr 10 min. bei 5000 g geerntet, zweimal in 
Phosphatpuffer (10 mM NaPhosphat, pH = 7.0, 10 mM NaCI) gewaschen und anschliefiend mit einer 
Konzentration von 100 mg/mi in folgenden Losungen resuspendiert: 

Losung 1: 

HMPB: Glutaminsaure : AsparaginsSure « 1 : 1 : 1 
100 mM HMPB 
20 100 mM Glutaminsaure 
100 mM Asparaginsaure 
50 mM Tris/HCI. pH = 8.0. 

Losung 2: 

25 

HMPB: Glutaminsaure = 1:4 
100 mM HMPB 
400 mM Glutaminsaure 
50 mM Tris/HCI. pH = 8.0. 

30 Die Zellsuspensionen wurden mit den Reaktionsgemlschen bei 37 'C inkubiert. Der Gehalt an L- 
Phosphinothricin in den Reaktionsansatzen wurde zu verschiedenen Zeiten wahrend des Syntheseverlaufs 
mit dem Aminosaureanalysator bestimmt. In der Tabelle 1 ist der %-Umsatz an L-Phosphinothricin wahrend 
des Reaktionsverlaufs fOr beide BiotransformationsansStze dargestellt. WMhrend bei vierfachem Uberschufi 
des Aminodonors Glutaminsaure (Losung 2) die L-PPT-Ausbeute 85 % nicht Uberschrltt. konnten bei 

35 ^qulmolarem Einsatz der Aminodonatoren GlutaminsSure und AsparaginsSure (Ldsung 1) Umsatzraten von 
nahezu 100 % erzielt werden. 
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Tabelle 1: L-Phosphinothricin-Produktion mit Zellen von 
E. coli K-12 

5 

L- Phosph inothr i c in ( %- Ums at z ) 
Re ak t i ons gem i s che 
Zeit (h) L-Phosphinothricin:Glu:Asp=l:l:l PP0:Glu=l:4 

10 





2 


1 


2 




4 


3 


4 


IS 


24 


23 


36 




48 


71 


72 




120 


94 


78 


20 


165 


96 


82 




218 


98 


86 



25 Beisptel 2: 

Reinigung von Glutamat/Oxalacetat Transaminase aus Schwein 
Beispiel 3: 

30 

Synthese von L-Phosphinothricin mit gereintgter L-Phosphinothricin-spezifischer Transaminase aus E. 
coli und GOT aus Schwein bei unterschiedlichen Glutaminsaurekonzentrationen 

Die L-Phosphinothricin-spezifische Transaminase (PST) aus E. coli K-12 (siehe EP-A 0 344 683) und die 
GOT aus Schweineherzen (siehe Beispiel 2) wurden in Phosphatpuffer (2o mM NaPhosphat, pH » 7,0, 0.1 
35 mM Pyridoxalphosphat, 1 mM 2-Ketoglutarat. 5 mM ^-Mercaptoethanoi) mit einer Konzentration von 1 
mg/ml gelost. Anschliefiend wurden jeweifs die einer Aktivltat von 1 unit ( » 1 jLimol L-Phosphinothricin/min 
bei PST bzw 1 umol Glutamat/min. bei GOT) entsprechenden Volumina der t)eiden Enzyme gemischt und 
mit folgenden Reaktionslosungen bei 37 * C fOr 1 h inlcubiert: 
Alle Reaktionsgemische enttiietten 
40 lOOmMHMPB 

100 mM AsparaginsSure 
50 mM Tris/HCI. pH = 8,0 
und zusatziich 
Glutaminsaure 
45 inVersuchI: 100 mM 
in Versuch 2: 50 mM 
in Versuch 3: 20 mM 
in Versuch 4; 10 mM 
In Versuch 5: 5 mM 
50 in Versuch 6: 

Der Gehalt an L-Phosphinothricin in den verschiedenen Ansatzen nach Ablaut der Reaktionszeit wurde 
mit dem Aminosaureanalysator (Biotronic LC 5001) bestimmt Die daraus als %-Umsatz ermittelten L- 
Phosphinothricin-Syntheseraten sind in Tabelle 2 zusammengestelK. Die Expertmente zeigen. da^ die 
Glutaminsaurekonzentration bis auf das 0,2fache des eingesetzten HMPB bzw. Aspartat erniedrigt werden 
55 kann, ohne dafi die Geschwindigkeit der L-Phosphinothricin-Synthese nennenswert beeintrachtigt wird. 
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Tabelle 2: L-Phosphinothric in- Synth s b 1 verschi den n 
Glut amatkonzentr at i onen 

Versuch Reaktlonsgemisch L-PPT (%*Um8atz/h) 



1 


HMPB : Glu : Asp=l : 1 : 1 


55,5 


2 


HMPB : Glu: A8p=l : 0, 5 : 1 


48,5 


3 


HMPB:Glu:Asp=l: 0,2:1 


43,5 


4 


HMPB : Glu : Asp=l : 0 , 1 : 1 


30,6 


5 


HMPB : Glu: Aspsl : 0, 05: 1 


18,9 


6 


HMPB:A8psl:l 


3,0 



Beispiel 4: 

Synthese von L-Phosphinothricin mit gereinigter PST (E. coli) und GOT (Schwein) bei unterschiedlichdn 
EnzymverhSttnissen 

Die beiden gereinigten Transaminasen wurden wie in Beispiel 3 beschrieben mit einer Reaktionslosung 
bestehend aus 100 mM HMPB, 20 mM Glutaminsaure, 100 mM Asparaglnsaure und 50 mM Tris/HCI, pH = 
8,0 bei 37 ' C inkubiert. Dabei wurden verschiedene AktivitSfsverhSltnisse der beiden Enzyme eingesetzt: 

1. 1 unit PST/10 units GOT 

2. 1 unit PST/ 1 unit GOT 

3. 1 unit PST/ 0 unit GOT 

Der Gehalt an L-Phosphinothricin in den Ansatzen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend des 
Ablauts der Synthesereaktion durch Messung von Testproben im Aminosaureanatysator bestimmt. Die 
daraus ermittelten L-Phosphinothricin-Synthesen sind in der Tabelle 3 dargestellt. Der h5chste Umsatz 
wurde mit dem EnzymverhSltnls PST:G0T = 1:1 erzielt (Ansatz 2). Ohne Zugabe der GOT (Ansatz 3) betrug 
die maximal enreichbare PPT-Umsatzrate nur ca. 20 %, da in diesem Fall nur die GlutaminsSure. nicht aber 
die Asparaglnsaure fUr die Synthese von L-Phosphinothricin genutzt werden kann. 



Tabelle 3: L-PPT- Synthese mit verschiedenen 
Enzymverhaltnissen 







%- Umsatz 




Zeit (h) 1 


PST:G0T=1: 10 


1 PST:G0T=1:1 


1 PST:GOT:1:0 




(Ansatz 1) 


1 (Ansatz 2) 


1 (Ansatz 3) 


1 1 


29 


1 31 


1 16 


2 1 


35 


1 39 


1 18 


4 1 


44 


1 50 


1 18 


8 1 


49 


1 65 


1 1^ 


24 1 


67 


1 78 


1 20 


55 1 


74 


1 86 


1 20 
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Beispiel 5: 

Einflufl von Manganchlorid auf die L-Phosphlnothricin-Synthese 

Die gereinigten Transaminasen wurden wie im Beispiel 3 beschrleben im Verhaltnis 1:1 (je 1 unit) 

5 gemischt und vnii Reaktionslosung (100 mM HMPB. 20 mM Glutaminsaure, 100 mM Asparaginsaure, 50 
mM Tris/HCI, pH = 8,0) in Anwesenheit von 1 nr>M MnCb bzw. ohne MnCb bei 37 • C inkubiert. Der Ablauf 
der L-Phosphtnothricin-Synthese wurde wie in Beispiel 4 beschrieben gemessen und ist in der Tabelle 4 
zusammengefaBt. Durch Zugat>e von Manganchlorid konnte die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich gestei- 
gert werden. Nach 24 li Reaktionszeit lag der L-Phosphinothrictn-Umsatz um etwa 10 % Uber denn des 

70 Vergleichsansatzes oline Manganchlorid. 



Tabelle 4: Einflufi von Manganchlorid auf die 
IS L- PPT- Synt:hesereaktlon 







%- Umsatz 




Zeit (h) 1 


+ 1 mM 


MnCl2 1 


- MnCl2 


1 1 


30 


1 
1 


26 


2 1 


41 


1 


35 


4 1 


53 


1 


45 


8 1 


64 


1 


58 


24 1 


88 


1 


76 



30 



Beispiel 6: 

35 Immobilisierung der Transaminase "PST" an Kieselgel 

2u 50 ml PST-Losung (gereinigte PST aus E. coli, 10 mg Protein/ml Losung in 0,25 M Kaliumphosphat- 
puffer, pH 8) gibt man 50 ml aktiviertes Kieselgel (Siianierung und Glutardialdehyd-Aktivlerung nach 
Uteratur: K. Mosbach. Methods in Enzymology, Vol. XLIV; Academic Press, New York, 1976, S. 139 u. 140) 
und l§6t unter leichtem ROhren fUr 3 h reagieren. Anschlie0end flltriert man den noch feuchten Katalysator 

40 und waischt mit 100 ml 0,25 M Phosphatpuffer, pH 8. Oer so hergestellte Biokatalysator kann fur die unten 
beschriebenen Reaktionen eingesetzt werden. 

Beispiel 7 

45 Immobilisierung der Transaminase "GOT" an Kieselgel 

10 ml einer GOT-Ldsung (gereinigte GOT aus dem Schwein, 8,4 mg Protein/10 ml Ldsung) werden wie 
in Beispiel 6 beschrieben an 10 ml Kieselgel immobilisiert. Der Biokatalysator kann in dieser Form fUr die 
gekoppelte Transaminierung eingesetzt werden. 

50 Beispiel 8 

Gekoppelte Transaminierung mit immobilisierter PST und immobilisierter GOT 

180 mg (1 mmol) HMPB, 133 mg (1 mmol) L- Asparaginsaure. 29,4 mg (0,2 mmol) L-Glutaminsaure, 10 
mg Pyridoxalphosphat und 0,6 g TRIS werden mit dest. Wasser auf 5 g Losung aufgefullt und auf pH 8 
55 g stent. Dazu gibt man 0,5 ml immobilisierte PST (Beispiel 6) sowie 0,5 ml immobilisierte GOT (Beispiel 7) 
und last unter vorsichtigem RUhren bei pH 8 fUr 48 h bei 26 * C reagieren. Die Reaktionsmischung wird per 
HPLC (Aminosaureanatysator) auf AminosSuregehalt untersucht. 
Ausbeute (HPLC): 0,122 g L-PPT (68 % bezogen auf HMPB) 
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0,012 g L-Asparaginsaure 
0,028 g L-Gtutaminsaure 
0,025 g L-Alanin 

s Beispiel 9 

Gekoppeite Transaminierung mit immobilisierter PST und immobilisierter GOT 

1 g (5.6 mmol) HMPB, 715 mg (5,6 mmol) L-Asparaginsaure, 163 mg (1,1 mmot) L-Glutamtnsaure und 
10 mg Pyridoxalphosphat warden mit dest. Wasser auf 20 g L5sung aufgefUllt und mit KHCO3 auf pH 8 
10 gestellt. Nach Zugabe von 1 ml immobilisierter PST (Beispiel 6) und 1 ml GOT (Beispiel 7) laBt man unter 
leichtem ROhren bei 36 " C fur 72 h reagieren. Die Produktlosung wird per HPLC (ASA) auf Aminosaurege- 
halt untersucht. 

Ausbeute (HPLC): 0.58 g L-PPT (58 % bezogen auf HMPB) 
0.30 g L-Asparaginsaure 
15 0,16 g L-GlutaminsSure 

0.02 g L-Alanin 

Beispiel 10 

20 Gekoppeite Transaminierung mit immobilisierter PST und freier GOT 

180 mg (1 mmol) HMPB, 147 mg (1 mmol) L-Glutaminsa ure, 133 mg (1 mmol) L-Asparaginsaure, 10 
mg Pyridoxalphosphat und 0,7 g TRIS werden mit dest. Wasser auf 50 g Losung, pH 8 aufgefullt und 0.5 
ml immobiltsierte PST aus der Losung gemad Beispiel 6 sowie 42 ul freie GOT aus der gem'^B Beispiel 7 
hergestellten GOT L5sung zugefugt. Die Umsetzung erfolgt unter vorsichtigem ROhren bei 36* C. Nach 48 
25 h wird der Aminosauregehait der Losung per HPLC (ASA) Qberpruft. 
Ausbeute (HPLC): 0,145 g L-PPT (80 % bezogen auf HMPB) 
0,024 g L-Asparaginsaure 
0,147 g L-Glutamins3ure 
0,003 g L-Alanin 

30 

Beispiel 11 

Gekoppeite Transaminierung mit immobilisierter PST und (mmobilisierter GOT 

Die Umsetzung wird analog Beispiel 10 durchgefOhrt. Es wird 0.5 ml immobillsierte GOT (Beispiel 6) 
35 anstelle der freien GOT eingesetzt. Die Zusammensetzung der AminosSuren in der Produktldsung ent- 
spricht der von Beispiel 10. 

Der L'PPT-Gehalt wurde dUnnschichtchromatographisch ermittelt. Er liegt bei ca. 80 %. 

PatentansprUctie 

40 

1. Verfahren zur Herstellung von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphinothricin) 
der Formel (I) 



45 



0 
II 



H3C - P - - CH2 - CH - COOH (I) 

OH MHo 



50 

aus 4-(Hydroxymethyiphosphinyl)-2-oxo-buttersSure (HMPB) der Formel (II) 
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O 

HoC - P - CHy - CH^ . C - COOH (II) 
^ t ^ ^ u 

OH O 



in einer gekoppelten Enzymreaktion bestehend aus folgenden Schiitten: 

a) Umsetzung von Aspartat und a-Ketoglutarat in Anwesenheit einer geeigneten Transaminase 1 zu 
10 Oxalacetat und Giutamat und 

b) Umsetzung von Giutamat und HMPB der Formel (II) in Anwesenheit einer geeigneten Transamina- 
se 2 zu a-Ketoglutamat und L-Phosphinothricin, 

dadurch gekennzeichnet. dafi das molare Verhaltnis von Aspartat zu HMPB 0,5-1,5 zu 1, vorzugsweise 
0.8-1.2 zu 1, insbesondere Mquimolar tst und Giutamat Oder a-Ketoglutarat in katalytischen Mengen 
75 zugegeben wird. 

2. Verfahren nacli Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 6aB Giutamat oder a-Ketogiutarat in einem 
molaren Verhaltnis von 0,01-1 zu 1, vorzugsweise 0.01-0,2 zu 1, insbesondere 0,05-0,2 zu 1 bezogen 
auf HMPB zugegeben wird. 

20 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB die Transaminase 1 eine 
Glutamat/Oxalacetat-TransaminaseaktivitSt (GOT-Aktivitdt) besitzt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daB die GOT aus Schwein, Escherichia coli oder 
25 Bacillus vorzugsweise Escherichia coli oder Bacillus stammt 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB die Transaminase 2 eine L- 
Phosphinothricin-Transaminaseaktivitat besitzt. 

30 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die L-Phosphinothricin-spezifische Transami- 
nase aus Escherichia coli stammt. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6« dadurch gekennzeichnet daB Oxalacetat in 
Anwesenheit von mehrwertigen Kationen, vorzugsweise Al^*, Al**. Mg^*, Mn^*, Zn^*, Fe^* oder Fe^*, 
35 zu Pyruvat decarboxyliert. 

& Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet daB die Transaminase 1 und die Transaminase 2 
Pyruvat nicht zu Atanin umsetzen. 

40 9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 
eine Transaminase in immobilisierter Form voriiegt 

10. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierten Transaminasen in einem 
Saulenreaktor vorliegen. 

45 



50 



55 
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@ Verfahren zur Herstellung von L-Phosphinothricin durch eine gekoppelte enzymatische Reaktion. 



@ In einer gekoppelten Enzymreaktion einer Transaminase mit GOT-Aktivitat und einer Transaminase mit L- 
Phosphinothricin-Transaminaseaktivitat entsteht Phosphlnothricin in nahezu quantitativer Ausbeute und praktisch 
ohne jegliche Verunreinigung durch eine natOrliche AminosSure, wenn der Aminodonor Glutamat in katalytischen 
Mengen und der Aminodonor Aspartat in etwa Squimolaren Mengen bezogen auf HMPB eingesetzt wird. 
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Die Erfindung betrifft die Synthase von L*2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphi- 
nothricln) aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB) durch Kopplung zweier enzymatl- 
scher Reaktionen. 

Die Herstellung von Phosphinothricin in einer gekoppelten enzymatlschen Synthese ist bereits aus der 
5 EP 249 188 bekannt. Darin wird die Umsetzung von a-Ketoglutarat in Giutamat in Anwesenheit des 
Aminodonors Aspartat und einer Glutanr^at/Oxalacetat-Transaminase (GOT) beschrleben. Diese Umsetzung 
ist mit einer weiteren Transaminasereaktion gekoppelt, die 4-(Hydroxymethylphosphlnyl)-2-oxo-buttersaure 
(HMPB) zu L-Phosphinothricin in Anwesenheit des in der ersten Reaktion gebildeten Aminodonors Glutamat 
umsetzt. 

70 FUr einen vollstandigen Substratumsatz bei gekoppelten Enzymreaktionen ist es nun wichtig, da0 die 
Gleichgewichtskonstanten der einzetnen Enzymreaktionen voneinander verschieden sind. Bei Transaminie- 
rungsreaktionen ist jedoch die Gleichgewichtskonstante in etwa 1,0, so dafi das gewQnschte Produkt im 
allgemeinen nur in einer 50-%igen Ausbeute entstehen kann (U.S.-Pat. 4,826,766). 

Urn das Gleichgewicht von enzymatischen Reaktionen zugunsten der Produkte zu verschieben, kann 

75 man entweder ein Reaktionsprodukt aus dem Gleichgewicht entfernen, oder eine Ausgangssubstanz in 
molarem Oberschufi einsetzen. 

Fur die genannte Transaminierungsreaktion zur Synthese von L-Phosphinothricin setzt man im allge- 
meinen den Aminodonor Glutamat in hohem Uberschufl ein (A. Schuiz et al. (1990) Appl. Environ. Micobiol. 
56, 1-6, Nr. 1]. Dies hat jedoch den Nachteil, dafi die nicht-proteinogene Aminosaure L-Phosphinothricin von 

20 den naturlichen Aminosauren, wie z.B. Glutamat. nur sehr aufwendig. beispielsweise durch zwei nachfolgen- 
de lonenaustauscher-Chromatographien [A. Schuiz et al. (1990) Appl. Environ. Micobiol. 56, 1-6 Nr. 1], 
abgetrennt werden kann, 

Alternativ kann man in einem gekoppelten Prozess, an dem eine phosphinothricinspezifische Transami- 
nase und eine GOT beteiligt sind, durch "Recycling" des von der Phosphinothricin-Transaminase ver- 

25 brauchten Glutamats durch die GOT die Reaktion in Richtung Phosphinothricin-Synthese treiben, da das 
Reaktionsprodukt der GOT, Oxalacetat, spontan in Anwesenheit zweiwertiger Metallionen zu Pyruvat 
decarboxyliert und somit aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. Allerdings haben alle bisher 
beschriebenen GOT's eine Nebenaktivitat, die Pyruvat in Anwesenheit von Glutamat in Alanin transaminiert, 
so da/3 der Reaktion kontinuierlich NH** entzogen wird und die Reaktion bei Einsatz aquimolarer Mengen 

30 HMPB und Aminodonor (Glutamat und/oder Aspartat) nicht vollstandig zum L-Phosphinothricin ablaufen 
kann. ZusStzlich wird das entstehende L-Phosphinothricin durch Alanin verunreinigt. 

Es wurde nun gefunden, da/3 in einer gekoppelten Enzymreaktion mit einer Transaminase mit GOT- 
AktivitMt und mit einer Transaminase mit L-Phosphinothricin-Transaminaseaktivitat Phosphinothricin in 
nahezu quantitativer Ausbeute und praktisch ohne jegliche Verunreinigung durch eine naturliche Aminosau- 

35 re entsteht, wenn der Aminodonor Glutamat in katalytischen Mengen und der Aminodonor Aspartat in etwa 
aquimolaren Mengen bezogen auf HMPB eingesetzt wird. 

Gegenstand der Erfindung ist daher: 
Ein Verfahren zur Herstellung von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphinothricin) 
der Formel (I) 

40 

O 

n 

H3C - P - CH2 - CH2 - CH - COOH (I) 

45 OH NH2 
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aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB) der Formel (II) 



O 
u 

H3C - P - CH2 - CH2 - C - COOH (II) 
OH O 



in einer gekoppelten Enzymreaktion bestehend aus folgenden Schritten: 

a) Umsetzung von Aspartat und a-Ketoglutarat in Anwesenheit einer geeigneten Transaminase 1 zu 
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Oxalacetat und Glutamat und 

b\ Umsetzung von Glutamat und HMPB der Forme! (II) in Anwesenheit einer geeigneten Transaminase 2 
2u a-Ketoglutamat und L-Phosphinothricin, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dafi das molare VerhSltnis von Aspartat zu HMPB 0,5-1,5 zu 1, vorzugsweise 
6 0,8-1,2 zu 1, insbesondere slquimolar ist und Glutamat Oder a-Ketoglutarat in katalytlschen Mengen 
zugegeben wird. 

Glutamat. Aspartat und a-Ketoglutarat bzw. ihre korrespondierenden Sauren sind kauflich erhaltliche 
Substanzen. HMPB la/3t sich nacli EP 30424 herstellen. 

Die Transaminase 1 ist jedes Enzym mit Transaminaseaktivitat. das a-Ketoglutarat in Gegenwart von 

10 Aspartat als Aminodonor in Glutamat transminieren kann (sogenanntes Enzym mit GOT-AktivitMt). Vorzugs- 
weise wird eine GOT (Glutamat/Oxalacetat-Transaminase) verwendet, die Pyruvat nicht zu Alanin transami- 
nieren kann und auf diese Weise das gewunschte Produkt der gekoppelten Reaktion, L-Phosphinothricin, 
durch eine weitere naturliche Aminosaure nicht verunreinigen wurde. Pyruvat entsteht beispielsweise durch 
Decarboxylierung von Oxalacetat* dem Transaminierungsprodukt von Aspartat. 

15 Insbesondere konnen Transaminasen mit GOT-Aktivitat, aus Escherichia coli (E. coli) oder aus Bakte- 
rien der Gattung Bacillus verwendet werden, die keine pyruvat-spezifische Aktivitat haberT 

Die Transaminase 2 ist jedes Enzym mit Transaminaseaktivitat, das HMPB zu L-Phosphinothricin in 
Gegenwart von Glutamat als Aminodonor transaminieren kann. Derartige Enzyme sind in EP 249 188 
angegeben. Vorzugsweise wird als Transaminase 2, analog wie bei der Transaminase 1 , eine Transaminase 

20 verwendet, die Pyruvat nicht zu Alanin transaminieren kann. 

Insbesondere die L-Phosphinothricin-spezifische Transaminase aus E. coli hat keine pyruvat-spezifische 
Aktivitat und kann daher bevorzugt verwendet werden. Die L-Phosphinothricirvspezifische Transaminase aus 
E. coli kann beispielsweise nach A. Schuiz (1990) angereichert werden. 

Grunsatzlich konnen fur die Transaminierungsreaktionen auch ganze Zellen mit der jeweiligen Trans- 

25 aminaseaktivitat, Zellextrakte, teilweise gereinigte Zellextrakte oder gereinigte Enzyme venwendet werden. 
Es ist jedoch vorteilhaft, die Enzyme soweit gereinigt einzusetzen, dafi keine Nebenreaktionen mehr 
auftreten, insbesondere die Transaminierung von Pyruvat zu Alanin. 

Besonders vorteilhaft ist es, mindestens ein Enzym, insbesondere beide, in immobilisierter Form 
einzusetzen. Ein mogliches Verfahren zur Immobilisierung von Transaminasen wird beispielsweise von A. 

30 Schuiz et al. (1990) beschrieben. 

Die Transaminierungsreaktionen werden im allgemeinen in einem biokompatiblen Puffer durchgefOhrt, 
d.h. in einem Puffer, der den pH-Wert in einem Bereich von 6,5 bis 10. vorzugsweise 7,5 bis 9,0, 
insbesondere 7,5 bis 8,5, aufrechterhalt und mit den einzelnen Reaktionspartnern nicht reagiert. Vorzugs- 
weise wird ein Phosphat- Oder Tris-Puffer, insbesondere ein Tris-Puffer, gewahlt. Das molare Verhaitnis von 

35 Aspartat zu HMPB ist 0.5-1,5 zu 1, vorzugsweise 0,8-1,2 zu 1, insbesondere Mquimolar. Glutamat oder a- 
Ketoglutarat wird in katalytischen Mengen den Reaktionsansatz zugegeben. Im allgemeinen ist das Verhait- 
nis von HMPB zu Glutamat oder a-Ketoglutarat 0,01-1 zu 1, vorzugsweise 0,01-0,2 zu 1. insbesondere 0.06- 
0,2 zu 1. Die Reaktionsansatze enthalten im allgemeinen noch geringe Mengen des Cofaktors Pyridoxal- 
phosphat, beispielsweise in einer Konzentration von 1-500 uM, vorzugsweise 5-100 uM. Die Reaktionstem- 

40 peratur liegt im allgemeinen zwischen ca. 20 und 70 • C, vorzugsweise von 30 bis 40 * C. 

Zur Steigerung der Ausbeute an L-Phosphinothricin wird vorzugsweise das aus der 
Glutamat/Oxalacetat-Transaminasereaktion entstandene Oxalacetat in Anwesenheit von mehrwertigen Metal- 
lionen decarboxyliert (UK Patent Application 2 161 159). Als mehrwertige Metatlionen kommen beispielswei- 
se alle in der britischen Patentanmeldung aufgefuhrten Metallionen in Frage, vorzugsweise AP , Mg^*, 

45 Mn2 , Fe^ oder Fe^ . Bel dieser bevorzugten Ausfuhrungsform ist es weiterhin von Vorteil, keine 
Transaminase oder Transaminasefraktion mit einer zusatzlichen pyruvat-spezifischen Aktivitat zu verwen- 
den. Die Steigerung der Ausbeute an L-Phosphinothricin durch die Decarboxylierungsreaktion von Oxalace- 
tat bei den angegebenen Reaktionsbedingungen war v6llig unerwartet, da nach der UK Patent Application 2 
161 159 die hochste Produktausbeute nur mit Aspartat als einzigem Aminodonor in dem Reaktionssystem 

50 gefunden wurde. 

Durch den praktisch vollstandigen Verbrauch der Aminodonatoren Aspartat und Glutamat fallt das 
Produkt L-Phosphinothricin praktisch frei von naturlichen Aminosauren an und kann von der gebildeten a- 
Ketosauren a-Ketoglutarat und Oxalacetat bzw. Pyruvat in einem einzigen Schritt abgetrennt werden. 
Obwohl a-Ketoglutarat bzw. Glutamat nicht Im Oberschufl, sondern nur in sehr geringen Mengen und 
55 ebenso Aspartat nicht im Uberschu/3, sondern vorzugsweise aquimolar bezogen auf HMPB zugesetzt 
wurden, wurde dennoch eine praktisch vollstandige Umsetzung von HMPB zu L-Phosphinothricin beobach- 
tet. Dies war in keiner Weise vorherzusehen. 

Die Reinigung von L-Phosphinothricin kann nach bekannten Verfahren beispielsweise durch Extraktion 

3 
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mit Methylisobutylketon Oder uber eine Kationenaustauscherchromatographle, wie z,B. mit Amberlite IR 120, 
einfach durchgefUhrt werden. 

Das gewonnene L-Phosphinothrtcin wird im allgemeinen in der Landwirtschaft als Herbizid eingesetzt. 
Die anschliel3enden Beispiele sollen die Erfindung naher eriautern. ohne sie in irgendeiner Weise einzu- 
schrSnken. 

Beispiel 1: 

Synthese von L-Phosphinothricin durch Biotransformation mit Escherichia coli K-12 

E. coH K-12 wurde in LB-Medium (10 g/I Trypton. 5 g/l Hefe-Extrakt. 10 g/1 NaCI) fur 15 h bei 37 
kultiviert. Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation fur 10 min. bei 5000 g geerntet, zweimal in 
Phosphatpuffer (10 mM NaPhosphat, pH = 7,0, 10 mM NaCI) gewaschen und anschlie0end mit einer 
Konzentration von 100 mg/ml in folgenden Losungen resuspendiert: 

Losung 1: 



HMPB: Glutaminsaure : Asparaginsaure = 1:1:1 
100 mM HMPB 
20 100 mM Glutaminsaure 
100 mM Asparaginsaure 
50 mM Tris/HCI, pH = 8.0. 



Losung 2: 



HMPB: Glutaminsaure = 1:4 
100 mM HMPB 
400 mM Glutaminsaure 
50 mM Tns/HCI, pH = 8,0. 

30 Die Zellsuspensionen wurden mit den Reaktionsgemischen bei 37 "C inkubiert. Der Gehalt an L- 
Phosphinothricin in den Reaktionsansatzen wurde zu verschiedenen Zeiten wahrend des Syntheseverlaufs 
mit dem AminosSureanalysator bestimmt. In der Tabelle 1 ist der %-Umsatz an L-Phosphinothricin wMhrend 
des Reaktionsvertaufs fur beide Biotransformationsansatze dargestellt. Wahrend bei vierfachem Uberschufi 
des Aminodonors Glutaminsaure (Losung 2) die L-PPT-Ausbeute 85 % nicht uberschritt, konnten bei 

35 aquimolarem Einsatz der Aminodonatoren Glutaminsaure und Asparaginsaure (Losung 1) Umsatzraten von 
nahezu 100 % erzielt werden. 
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Tabelle 1: L-Phosphinothricin-Produktion mit Zellen von 
E- coli K-12 

L- Phosph inothr i c in ( %- Urns at z ) 
Reaktionsgemische 
Zeit (h) L-Phosphinothricin:Glu:Asp=l:l:l PP0:Glu=l:4 





2 


1 


2 




4 


3 


4 


75 


24 


23 


36 




48 


71 


72 




120 


94 


78 


20 


165 


96 


82 




218 


98 


86 



25 Beispiel 2: 

Reinigung von Glutamat/Oxalacetat Transaminase aus Schwein 
Beispiel 3: 

30 

Synthese von L-Phosphinothricin mit gereinigter L-Phosphinothricin-spezlfrscher Transaminase aus E. 
coli und GOT aus Schwein bei unterschiedlichen Glutaminsaurekonzentrationen 

Die L-Phosphinothricin-spezifische Transaminase (PST) aus E. coli K-12 (siehe EP-A 0 344 683) und die 
GOT aus Schweineherzen (siehe Beispiel 2) wurden in Phosphatpuffer {2o mM NaPhosphat, pH = 7.0, 0,1 
35 mM Pyridoxalphosphat, 1 mM 2-Ketoglutarat, 5 mM j9-Mercaptoethanol) mit einer Konzentration von 1 
mg/ml gelost. Anschiiel3end wurden jeweils die einer Aktivitat von 1 unit (= 1 umol L-Phosphinothricin/min 
bei PST bzw 1 umol Glutamat/min. bei GOT) entsprechenden Volumina der beiden Enzyme gemischt und 
mit folgenden Reaktionslosungen bei 37 • C fur 1 h inkubiert: 
Alle Reaktionsgemische enthielten 
40 lOOmMHMPB 

100 mM Asparaginsaure 
50 mM Ths/HCI, pH = 8,0 
und zusStzlich 
GlutaminsSure 
45 in Versuch 1: 100 mM 
in Versuch 2: 50 mM 
in Versuch 3: 20 mM 
in Versuch 4: 10 mM 
in Versuch 5: 5 mM 
50 in Versuch 6: 

Der Gehalt an L-Phosphinothricin in den verschiedenen Ansatzen nach Ablauf der Reaktionszeit wurde 
mit dem Aminosaureanalysator (Biotronic LC 5001) bestimmt. Die daraus a!s %-Umsat2 ermitteiten L- 
Phosphinothricin-Syntheseraten sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Die Experimente zeigen, dai3 die 
Glutaminsaurekonzentration bis auf das 0,2fache des eingesetzten HMPB bzw. Aspartat erniedrigt werden 
55 kann, ohne dafl die Geschwindigkeit der L-Phosphinothricin-Synthese nennenswert beeintrachtigt wird. 
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Tabelle 2: L-Phosphinothric in- Synthase bei verschiedenen 
G lut ama tkonz ent r at 1 onen 



Versuch Reaktionsgemisch 



L-PPT (%.Umsatz/h) 



10 



15 



1 

2 
3 
4 
5 
6 



HMPB:Glu:Asp=l:l:l 
HMPB : Glu : Asp=l : 0 , 5 ; 1 
HMPB:GlU:Asp=l: 0,2:1 
HMPB : Glu : Asp=l : 0 , 1 : 1 
HMPB : Glu : Asp=l : 0 , 05 : 1 
HMPB:Asp=l:l 



55,5 
48,5 
43,5 
30,6 
18,9 
3,0 
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25 



30 



35 



Beispiei 4: 

Synthese von L-Phosphinothricin mit gereinigter PST (E. coli ) und GOT (Schwein) bei unterschiedlichen 
Enzymverhaltnissen 

Die beiden gereinigten Transaminasen wurden wie in Beispiei 3 beschrleben mit einer Reaktionslosung 
bestehend aus 100 mM HMPB, 20 mM Glutaminsaure, 100 mM Asparaginsaure und 50 mM Tris/HCI, pH = 
8,0 bei 37 " C inkublert. Dabei wurden verschiedene Aktivitatsverhaltnisse der beiden Enzyme eingesetzt; 

1. 1 unit PST/10 units GOT 

2. 1 unit PST/ 1 unit GOT 

3. 1 unit PST/ 0 unit GOT 

Der Gehalt an L-Phosphinothricin in den Ansatzen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend des 
Ablauts der Synthesereaktion durch Messung von Testproben im Aminosaureanalysator bestimmt. Die 
daraus ermittelten L-Phosphinothricin-Synthesen sind in der Tabelle 3 dargestellt. Der hochste Umsatz 
wurde mit dem Enzymverhaltnis PST:GOT = 1 :1 erzieit (Ansatz 2). Ohne Zugabe der GOT (Ansatz 3) betrug 
die maximal erreichbare PPT-Umsatzrate nur ca. 20 %, da in diesem Fall nur die Glutaminsaure, nicht aber 
die AsparaginsSure fUr die Synthese von L-Phosphinothricin genutzt werden kann. 



40 



Tabelle 3: L-PPT- Synthese mit verschiedenen 
Enzymverhaltnissen 



45 


Zeit (h) 1 


PST:GOT=1:10 
(Ansatz 1) 


%- Umsatz 
1 PST:G0T=1:1 
1 (Ansatz 2) 


1 PST:GOT:1:0 
1 (Ansatz 3) 




1 1 


29 


1 31 


1 16 




2 1 


35 


1 39 


1 18 


50 












4 1 


44 


1 50 


1 18 




8 1 


49 


1 &5 


1 15 




24 1 


67 


1 78 


1 20 


55 


55 1 


74 


{ 86 


j 20 
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Beispiel 5: 

Einflufl von Manganchlorid auf die L-Phosphinothricin-Synthese 

Die gereinigten Transaminasen wurden wie im Beispiel 3 beschrieben im Verhaltnis 1:1 Qe 1 unit) 

5 gemischt und mit Reaktionsldsung (100 mM HMPB, 20 mM Glutaminsaure, 100 mM Asparaginsaure, 50 
mM Tris/HCI, pH - 8,0) in Anwesenheit von 1 nnM MnCb bzw. ohne MnCb bei 37 • C inkubiert. Der Ablauf 
der L-Phosphinothricin-Synthese wurde wie in Beispiel 4 beschrieben gemessen und ist in der Tabelle 4 
zusammengefaiSt. Durch Zugabe von Manganchlorid konnte die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich gestei- 
gert werden. Nach 24 h Reaktionszeit lag der L-Phosphinothricin-Unnsatz unn etwa 10 % uber denr^ des 

10 Vergleichsansatzes ohne Manganchlorid. 



Tabelle 4: EinfluB von Manganchlorid auf die 
IS L- PPT- Synthesereaktion 



Zeit (h) 1 


%-Umsatz 
+ 1 mM MnClj 1 


- MnCl2 


1 1 


30 1 


26 


2 1 


41 1 


35 


4 1 


53 1 


45 


8 1 


64 1 


58 


24 1 


88 1 


76 



30 



Beispiel 6: 

35 Immobilisierung der Transaminase "PST" an Kieselgel 

Zu 50 ml PST-L5sung (gereinigte PST aus E. coli. 10 mg Protein/ml Losung in 0,25 M Kaliumphosphat- 
puffer. pH 8) gibt man 50 ml aktiviertes Kieselgel (Silanierung und Glutardialdehyd-Aktivierung nach 
Literatur: K, Mosbach. Methods in Enzymology, Vol. XLIV; Academic Press, New York, 1976, S. 139 u. 140) 
und la/5t unter lelchtem Ruhren fur 3 h reagieren. Anschlieflend filtriert man den noch feuchten Katalysator 

40 und wascht mit 100 ml 0,25 M Phosphatpuffer, pH 8. Der so hergestellte Biokatalysator kann fur die unten 
beschriebenen Reaktionen eingesetzt werden. 

Beispiel 7 

45 Immobilisierung der Transaminase "GOT" an Kieselgel 

10 ml einer GOT-Losung (gereinigte GOT aus dem Schwein, 8,4 mg Protein/10 ml Losung) werden wie 
in Beispiel 6 beschrieben an 10 ml Kieselgel immobilisiert. Der Biokatalysator kann in dieser Form fUr die 
gekoppelte Transaminierung eingesetzt werden. 

50 Beispiel 8 

Gekoppelte Transaminierung mit immobilisierter PST und immobiiisierter GOT 

180 mg (1 mmol) HMPB, 133 mg (1 mmol) L-Asparaginsaure, 29,4 mg (0,2 mmol) L-Glutaminsaure, 10 
mg Pyridoxalphosphat und 0,6 g TRIS werden mit dest. Wasser auf 5 g Losung aufgefUllt und auf pH 8 

55 gestellt. Dazu gibt man 0,5 ml immobilisierte PST (Beispiel 6) sowie 0,5 ml immobilisierte GOT (Beispiel 7) 
und ladt unter vorsichtigem Ruhren bei pH 8 fur 48 h bei 26 °C reagieren. Die Reaktionsmischung wird per 
HPLC (Aminosaureanalysator) auf Aminosauregehalt untersucht. 
Ausbeute (HPLC): 0.122 g L-PPT (68 % bezogen auf HMPB) 

7 



BNSOOCID: <EP. 



» ^0477902A2_L> 



4 



EP 0 477 902 A2 



0,012 g L-Asparaginsaure 
0,028 g L-GlutamlnsSure 
0,025 g L-Alanin 

5 Beispiel 9 

Gekoppelte Transaminierung mit immobilisierter PST und immobilisierter GOT 

1 g (5,6 mmol) HMPB. 715 mg (5,6 mmol) L-Asparaginsaure, 163 mg (1,1 mmol) L-Glutaminsaure und 
10 mg Pyridoxalphosphat werden mit dest. Wasser auf 20 g Losung aufgefullt und mit KHCO3 auf pH 8 
10 gestellt. Nach Zugabe von 1 ml immobilisierter PST (Beispiel 6) und 1 ml GOT (Beispiel 7) Iai3t man unter 
leichtem Ruhren bei 36 'C fur 72 h reagieren. Die Produktlosung wird per HPLC (ASA) auf Aminosaurege- 
halt untersucht. 

Ausbeute (HPLC): 0,58 g L-PPT (58 % bezogen auf HMPB) 
0.30 g L-Asparaginsaure 
75 0,16 g L-Glutaminsaure 

0,02 g L-Alanin 

Beispiel 10 

20 Gekoppelte Transaminierung mit immobilisierter PST und freier GOT 

180 mg (1 mmol) HMPB, 147 mg (1 mmol) L-Glutaminsaure, 133 mg (1 mmol) L-Asparaginsaure. 10 
mg Pyridoxalphosphat und 0.7 g TRIS werden mit dest. Wasser auf 50 g Losung, pH 8 aufgefullt und 0,5 
ml immobiiisierte PST aus der Losung gemM Beispiel 6 sowie 42 ul freie GOT aus der gemSiS Beispiel 7 
hergestellten GOT Losung zugefugt. Die Umsetzung erfolgt unter vorsichtigem ROhren bel 36*0. Nach 48 
25 h wird der Aminosauregehalt der Losung per HPLC (ASA) uberpruft. 
Ausbeute (HPLC): 0,145 g L-PPT (80 % bezogen auf HMPB) 
0,024 g L-Asparaglnsaure 
0.147 g L-GlutaminsSure 
0.003 g L-Alanin 

30 

Beispiel 11 

Gekoppelte Transaminierung mit immobilisierter PST und immobilisierter GOT 

Die Umsetzung wird analog Beispiel 10 durchgefGhrt. Es wird 0,5 ml immobiiisierte GOT (Beispiel 6) 
35 anstelle der freien GOT eingesetzt. Die Zusammensetzung der Aminosauren in der Produktlosung ent- 
spricht der von Beispiel 10. 

Der L-PPT-Gehalt wurde dunnschichtchromatographisch ermittelt. Er liegt bei ca. 80 %. 

PatentansprUche 

40 

1. Verfahren zur Herstellung von L-2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl)-buttersaure (L-Phosphinothricin) 
der Formel (I) 



o 
il 

H3C - P - CH2 - CH2 - CH - COOH (I) 
OH NH2 

50 

aus 4-(Hydroxymethylphosphinyl)-2-oxo-buttersaure (HMPB) der Formel (II) 



55 
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O 

HoC - P - CHo - CU^ - C - COOH (II) 
OH O 



in einer gekoppelten Enzymreaktion bestehend aus folgenden Schrltten: 

a) Umsetzung von Aspartat und a-Ketoglutarat in Anwesenheit einer geeigneten Transaminase 1 zu 
70 Oxalacetat und Glutamat und 

b) Umsetzung von Glutamat und HMPB der Forme! (II) in Anwesenheit einer geeigneten Transamina- 
se 2 zu a-Ketoglutamat und L-Phosphinothricin, 

dadurch gekennzeichnet, daiS das molare Verhaltnis von Aspartat zu HMPB 0,5-1,5 zu 1, vorzugsweise 
0,8-1,2 zu 1, insbesondere Squimolar ist und Glutamat Oder a-Ketoglutarat in katalytischen Mengen 
75 zugegeben wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl Glutamat Oder a-Ketoglutarat in einem 
molaren Verhaltnis von 0,01-1 zu 1, vorzugsweise 0,01-0,2 zu 1, insbesondere 0,05-0,2 zu 1 bezogen 
auf HMPB zugegeben wird. 

20 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daj3 die Transaminase 1 eine 
Glutamat/Oxalacetat-Transaminaseaktivitat (GOT-Aktivitat) besitzt. 

4, Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet. dafl die GOT aus Schwein, Escherichia coli oder 
25 Bacillus vorzugsweise Escherichia coli oder Bacillus stammt. 

5, Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, da5 die Transaminase 2 eine L- 
Phosphinothrlcin-Transaminaseaktivitat besitzt. 

30 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dafi die L-Phosphinothricin-spezifische Transami- 
nase aus Escherichia coli stammt. 



7. Verfahren nach mindestens einem der AnsprUche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi Oxalacetat in 
Anwesenheit von mehrwertigen Kationen, vorzugsweise AP*. Al**. Mg^*, Mn^*, Zn^*, Fe^* oder Fe^*, 

35 zu Pyruvat decarboxyliert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die Transaminase 1 und die Transaminase 2 
Pyruvat nicht zu Alanin umsetzen. 

40 9. Verfahren nach mindestens einem der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens 
eine Transaminase in immobilisierter Form vorliegt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daj3 die immobilisierten Transaminasen in einem 
Saulenreaktor vorliegen. 

45 
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